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論文内容の要旨
庄益主な mitogen-activated protein kinases (MAPKs) ファミリーの一つ p38 は、細胞外のストレス刺激を細胞
内へ伝達するキナーゼである。 p38α は細胞の死を制御する主要なキナーゼであるが、その役割については不明な点
が多い。私は、 1)p38α の新規スプライスバリアントを同定し (p38α2 と命名)、これがミトコンドリアに局在化し
アポトーシスを誘導すること、 2)p38α2 のアポトーシス誘導活性は、その C 未領域とキナーゼ活性により制御され
ていること、 3)ER ストレスにより p38α2 mRNA が誘導されることを明らかにした。局在化した p38α2 はミトコ
ンドリアの機能不全を引き起こし、細胞死を誘導するが、 p38α2 誘導アポトーシスは、ミトコンドリア依存性だが、
チトクローム c やカスペースに非依存性を示すことが示唆された。
1)p38α の新規スプライス産物 (p38α2) のクローニングとその細胞死の誘導
私は、胎生 20 日齢のラット全脳より p38α2 をクローニングした。 P38α2 はスプライシングにより、 CD ドメイ
ンを欠損していた。 P38α2mRNA はユピキタスに発現し、出生直後で最もよく発現していた。このような性質を持
つ p38α2 の細胞内での機能を調べるため、 COSl 細胞内で Flag下38α2 を強制発現させた。 p38α2 は p38 活性化
刺激により、リン酸化されなかった。免疫染色により、 p38α2 はミトコンドリアに局在化し、 p38α2 を発現した細
胞は Hoescht 33258 染色により、核凝縮(アポトーシス)が誘導されていることがわかった。
2)C 末領域による p38α2 の機能制御
P38α2 の機能はどのように制御されているかを調べるために、 p38α2 の C 未領域のデリーション変異体と、 p38
α2 の ATP-結合部位に変異導入をしたキナーゼネガティブ変異体、 K53M を作成した。その結果、 C 未領域を削っ
たことやキナーゼ活性を欠損させたことで、ミトコンドリアへの局在やアポトーシスは観察されなかった。以上の結
果は、 p38α2 のキナーゼ活性と C 未領域は p38α2 の機能発現制御に関与していることを示している。
3)p38α2 mRNA の ER ストレスによる発現と p38α2 によるミトコンドリアの機能不全によりアポトーシスを誘導
する。
アポトーシスを誘導するストレスの ER ストレスにより、 p38α2 mRNA の発現上昇が観察された。また、一般的
にアポトーシス誘導経路に、ミトコンドリアを介した経路が存在する。 p38α2 がミトコンドリアに局在化し、アポ
トーシスを誘導する知見から、 p38α2 によるアポトーシスの経路はミトコンドリアを介したものかを調べるため、
チトクローム c の放出とカスペースの関与および Bcl-2 のリン酸化をそれぞれウエスタンブロッテイングおよびカス
ペース限害剤により検討した。その結果、 p38α2 によるアポトーシスの経路はミトコンドリア経路を介さないもの
と考えられる。
論文審査の結果の要旨
日下永子君は、動物細胞におけるストレス応答の分子機能を明らかにするために、 p38MAP キナーゼの機能解析を
行った。その結果、 p38MAP キナーゼの新たな splicing variant として p38α2 を同定し、 p38α2 が、 1 )小胞体ス
トレスで誘導されること、 2) ミトコンドリアに局在化すること、 3) キナーゼ活性依存的にアポトーシスを誘導す
ること、 4) 既存の経路とは異なる経路でアポトーシスを誘導することを明らかにした。これらの結果は、ストレス
応答によるアポトーシス誘導の新たな機構の存在を明示するものであり、よって本論文は博士(理学)の学位論文と
して十分価値があるものと考えられる。
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